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Vergelijkende genoomanalyse geeft inzicht 
in de evolutie en biologie van pathogene 
oömyceten
Op 6 mei 2013 promoveerde Michael F. Seidl 
aan de Universiteit Utrecht op het proefschrift 
getiteld ‘Exploring Evolution and Biology of 
Oomycetes: Integrative and Comparative Ge-
nomics’. Promotoren en co-promotoren waren 
Prof. Dr. Ir. Francine Govers van de leerstoel-
groep Fytopathologie van Wageningen Univer-
sity, Prof. Dr. Paulien Hogeweg en Dr. Berend 
Snel van de leerstoelgroep Theoretische 
Biologie en Bioinformatica van de Universiteit 
Utrecht en Dr. Ir. Guido van den Ackerveken, 
van de leerstoelgroep Plant-Microbe Interac-
ties van de Universiteit Utrecht. Het onderzoek 
werd uitgevoerd bij de leerstoelgroep Theo-
retische Biologie en Bioinformatica van de 
Universiteit Utrecht en gefinancierd door het 
Centre for BioSystems Genomics (CBSG) dat 
een onderdeel is van het Netherlands Geno-
mics Initiative en de Nederlandse Organisatie 
voor Wetenschappelijk Onderzoek (NWO). De 
volledige tekst van het proefschrift is als pdf 
beschikbaar in de digitale bibliotheek van de 
Universiteit Utrecht (http://igitur-archive.
library.uu.nl/dissertations/2013-0402-200505/
UUindex.html).
Ziekteverwekkers uit diverse groepen
Ziektes van vee en landbouwgewassen hebben 
in het verleden een vernietigende uitwerking 
gehad op menselijke beschavingen door het 
veroorzaken van hongersnoden en grote eco-
nomische schade. Nog steeds zijn ziektes een 
voortdurende bedreiging voor de landbouw en 
de mondiale voedselvoorziening. Pathogenen 
komen verspreid voor in de gehele evolutionaire 
boom, de ‘tree of life’, en zijn te vinden onder 
de eencellige bacteriën, de een- of meercellige 
eukaryote micro-organismen, zoals de ma-
lariaparasiet en de filamenteuze schimmels, 
en in het planten- en dierenrijk, bijvoorbeeld 
maretak en aaltjes (Figuur 1A & Figuur 1B). Een 
interessante taxonomische groep van meercel-
lige eukaryote pathogenen zijn de oömyceten 
(waterschimmels). Deze groep omvat een groot 
aantal belangrijke plantenpathogenen, maar 
ook soorten die dieren en zelfs de mens kunnen 
infecteren. Oömyceten lijken veel op schimmels: 
ze hebben een vergelijkbare morfologie (myce-
lium), reproduceren ook via sporen en nemen 
net als schimmels voedsel op door het eerst af te 
breken en vervolgens via osmose op te nemen. 
Desalniettemin zijn oömyceten evolutionair ge-
zien ver verwijderd van schimmels: in de ‘tree of 
life’ staan ze veel dichter bij de bruinwieren en 
kiezelwieren (Figuur 1B). Een van de beruchtste 
oömyceten is Phytophthora infestans, voor het 
eerst beschreven in de negentiende eeuw door 
de Duitse mycoloog en grondlegger van de fyto-
pathologie Anton de Bary. Het is de veroorzaker 
van de aardappelziekte en vooral bekend van de 
Ierse hongersnood.
Oömyceten doen hun intrede in het 
genomicatijdperk
In de afgelopen decennia is onze kennis van de 
biologie van oömyceten enorm toegenomen 
(Figuur 1C), en dit is mede te danken aan de 
toepassing van geavanceerde experimentele 
technieken, zoals DNA-transformatie en het 
gericht uitschakelen van genactiviteit met 
behulp van ‘gene silencing’. Sinds 2000 is het 
experimentele bereik verbreed met een nieuwe 
dimensie, namelijk de mogelijkheid om snel 
grote hoeveelheden biologische data te genere-
ren op basis van DNA-sequencing. Dankzij deze 
technologische doorbraken zien we een enorme 
toename in data afkomstig van belangrijke 
eukaryote pathogenen, inclusief oömyceten. Op 
dit moment is de DNA-volgorde, de genoom-
sequentie, van dertien oömyceten beschikbaar 
en snel zullen er meer volgen. Vergelijkende 
genoomanalyse en integratieve bioinformatica 
bieden een raamwerk dat klassieke experimen-
tele methoden versterkt en aanvult, waardoor 
wij onze kennis van oömyceten verder kunnen 
vergroten.
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Figuur 1: (A) Pathogenen komen voor in twee van de drie hoofdtakken in de ‘tree of life’ (aangeduid met ster-
retjes). (B) Binnen de eukaryoten, komen (plant)pathogenen voor in zeer uiteenlopende taxa. (C) Ondanks hun 
morfologische gelijkenis zijn oömyceten en schimmels fylogenetisch gescheiden. De fylogenetische boom toont 
de relatie tussen oömycete pathogenen, enkele niet-pathogene stramenopila, filamenteuze schimmels en gist. 
(D) Aantal Pubmed-publicaties over oömyceten (per 10.000 publicaties) sinds 1985 en de ontwikkelingen die de 
verschillende tijdperken markeren. In 2006 zijn de genoomsequenties van de eerste twee Phytophthora-soorten 
gepubliceerd, in 2009 gevolgd door die van P. infestans.
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Evolutie van genomen van pathogene 
oömyceten
 
Plantenpathogenen hebben het vermogen ver-
kregen om planten ziek te maken. De oorzaak 
hiervoor is wellicht te vinden in het feit dat er 
nieuwe genfamilies ontstaan zijn en daarnaast 
dat bestaande genfamilies groter geworden zijn. 
De toename van het aantal beschikbare genoom-
sequenties van oömyceten en gerelateerde eu-
karyoten maakt het mogelijk om de evolutie van 
het genenarsenaal in pathogene oömyceten te 
bestuderen. Welke genfamilies bevat een soort en 
hoe evolueert de genensamenstelling van soor-
ten? We bestudeerden hiervoor eiwitdomeinen, 
de functionele en evolutionaire eenheden met 
een bepaalde vouwing die bepalend zijn voor de 
structuur van het eiwit. We gebruikten deze eiwit-
domeinen als een instrument om de geninhoud 
van 67 eukaryoten te analyseren, inclusief negen 
plantpathogene oömyceten en schimmels, met 
nadruk op de rol van de expansie van genfamilies 
en nieuwe genfusies. We vonden in plantpatho-
gene oömyceten en schimmels 250 domeinen 
die geëxpandeerd zijn, waarvan een aanzienlijk 
deel een mogelijke relatie heeft met pathogeni-
citeit. Veelvoorkomende domeinen, met een rol 
in signaaltransductie-netwerken en regulatie, 
vormen een groot repertoire aan oomyceet-spe-
cifieke combinaties. Sommige hiervan waren al 
eerder beschreven maar we vonden ook verschil-
lende nieuwe combinaties. Onze hypothese is dat 
door deze nieuwe eiwitten de signaaltransductie 
in oömyceten deels via andere routes verloopt en 
dat oömyceten mogelijk andere mechanismen 
gebruiken dan schimmels om planten ziek te 
maken.
In een alternatieve benadering gebruikten we een 
alomvattende fylogenetische analyse en bestu-
deerden de evolutie van geninhoud aan de hand 
van het verschijnen, dupliceren en verdwijnen 
van genen. Deze analyses toonden aan dat het 
gehele genarsenaal in zes hedendaagse patho-
gene oömyceten via verschillende evolutionaire 
paden ontstaan is. Veel genfamilies zijn gedupli-
ceerd op specifieke tijdstippen in de evolutie. Zo 
zijn bijvoorbeeld genen die coderen voor kinases 
en belangrijk zijn in signaaloverdracht in de cel, al 
vroeg tijdens de evolutie geëxpandeerd. De tak die 
leidt tot het genus Phytophthora en enkele andere 
plantpathogene oömyceten, wordt gekarakteri-
seerd door veelvuldige duplicaties, een kenmerk 
voor een belangrijke transitie in de evolutie van 
deze pathogenen. Een dergelijke fylogenetische 
benadering maakt het mogelijk om expliciete evo-
lutionaire paden in kaart te brengen, bijvoorbeeld 
het patroon van genduplicaties en verlies van 
genen, waardoor meer inzicht verkregen wordt 
in de complexe evolutionaire geschiedenis van 
genomen van oömyceten.
Nieuwe inzichten in de biologie van 
oömyceten op basis van data-integratie
Genregulatie. Grootschalige beschrijvende 
datasets zoals genoomsequenties en genoom-
brede genexpressieprofielen maken het mogelijk 
om biologische vraagstellingen via een nieuwe 
veelomvattende wijze te benaderen. Wij zijn de 
eersten die dit hebben gedaan op genoom-niveau 
voor P. infestans en oömyceten in het algemeen. 
Tot dusver was onze kennis over de regulatie van 
genexpressie in oömyceten zeer beperkt. Bepaal-
de delen in de promoters van genen (zogenaamde 
‘cis-regulatoire DNA-motieven’) zijn belangrijk 
voor genregulatie. Om dit soort DNA-motieven 
in P. infestans-genen te identificeren hebben we 
een in-silico-benadering toegepast. Hierbij zijn 
co-expressie en conservering van genen gebruikt 
voor het afleiden van de motieven. We hebben 
verschillende DNA-motieven gevonden die veel-
vuldig aanwezig waren en leken op bekende euka-
ryote promoter-elementen. Door het beschrijven 
van sequentie-elementen die zich ‘upstream’ 
bevinden van genen die voor een bepaalde groep 
eiwitten coderen, zoals bijvoorbeeld transcriptie-
factoren of elicitoren van afweer in planten, heb-
ben we een substantiële bijdrage geleverd aan ons 
begrip van transcriptie-regulatie in oömyceten.
Er is erg weinig bekend over de associaties en 
interacties tussen eiwitten in oömyceten. We 
gebruikten complementaire ‘omics’-data voor 
de eerste voorspelling van functionele associ-
aties voor ~37% van het voorspelde proteoom 
van P. infestans (Figuur 2). Deze data stelden 
ons in staat om functionele modules af te leiden 
(sub-netwerken van genen die gezamenlijk tot 
expressie komen) betrokken bij sporulatie, een 
fundamentele ontwikkelingsfase in oömyceten. 
In deze analyse vonden we reeds bekende spelers, 
zoals CDC14, een fosfatase met een cruciale rol 
in sporevorming, en identificeerden we nieuwe 
kandidaten met tot nu toe onbekende functies in 
dit belangrijke ontwikkelingsproces. We laten zien 
dat netwerken een belangrijke ingang zijn voor 
het bestuderen van andere soorten grootschalige 
‘omics’-data, zoals microarrays. Zo’n netwerk leidt 
tot een beknopte lijst van kandidaat-eiwitten die 
fysiek met elkaar lijken te interacteren. Dit kan 
dan met experimenten getoetst worden.
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Conclusies
Hoewel oömyceten nog maar kortgeleden het 
genomica-tijdperk zijn binnengetreden hebben 
de nieuwe ‘-omics’-technieken al geleid tot een 
overvloed aan kwantitatieve data. Vergelijkende en 
geïntegreerde genomica is cruciaal om deze 
schatkist met data te ontsluiten. In dit proefschrift 
zijn met succes de eerste stappen gezet om deze 
data te gebruiken om zodoende de evolutie en bio-
logie van oömyceten verder te ontrafelen en dit heeft 
reeds geleid tot waardevole nieuwe inzichten.
Figuur 2: (A) Het aantal oömyceet-specifieke domeincombinaties in vier soorten: Phytophthora ramorum, 
Phytophthora sojae, Phytophthora infestans en Hyaloperonospora arabidopsidis. Een vergelijking met meer 
dan 60 andere eukaryoten liet zien dat in oömyceten relatief vaak, nieuwe en unieke domeincombinaties 
voorkomen. (B) De meest voorkomende oömyceet-specifieke domeincombinatie is een fusie tussen een GAF 
en een FYVE-domein. (C) Het grote aantal genduplicaties in de laatste gedeelde voorouder van Phytophthora-
soorten wijst op een belangrijke transitie in hun evolutie. (D) Integratie van specifieke en complementaire 
grootschalige ‘-omics’-data gericht op de voorspelling van een veelomvattend eiwit-eiwit associatienetwerk in 
P. infestans.
